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RESUMO

A doenca arterial coronariana representa uma das principais causas de
morbidade e mortalidade das populacOes, principalmente naquelas que
habitam regides desenvolvidas. Os considerados fatores de risco para o
desenvolvimento dessa doenca sdo bastante conhecidos e analisados, sendo
verificada uma importancia cada vez maior com relacdo aos riscos genéticos e
a verificacdo da associacdo de sistemas polimérficos humanos com a
propensdo a desenvolver uma determinada doenca. A partir desses estudos foi
possivel imaginar a ocorréncia dos denominados marcadores genéticos, onde
os autores realizam uma tentativa com vistas as possibilidades de
correlacionar esses marcadores com a doenga analisada. Foi propdsito do
presente trabalho estabelecer e verificar a validade para o nosso laboratorio de
uma metodologia molecular capaz de caracterizar a muta¢do G1691A no gene
do fator V da coagulagdo, a mutacdo G20210A no gene da protrombina e as
mutacdes C677T e G1793A no gene da metilenotetrahidrofolato redutase.
Com essa possibilidade, verificar e correlacionar as freqiiéncias dessas
mutacoes em portadores de doenca arterial coronariana, de ndo portadores de
doenga arterial coronariana e em doadores de sangue em uma parcela da
populacdo paulista. Para tanto foram estabelecidos trés grupos de estudo
constituidos por moradores da regiao de Sao José do Rio Preto, Estado de Sao
Paulo, sendo dois deles classificados por cinecoronariografia como portadores
de doenca arterial coronariana e como nao portadores de doenca arterial
coronariana, enquanto um terceiro grupo foi constituido por doadores de
sangue da mesma regido. A idade dos pacientes variava dos 36 aos 84 anos de

idade, enquanto a do terceiro grupo variava dos 18 aos 55 anos de idade.



O DNA genomico foi extraido com Kit da Amersham Pharmacia Biotech,
sendo a caracteriza¢do dos alelos envolvidos nas mutacdes G1691A (fator V
de Leiden), G20210A da protrombina, C677T e GI1793A da MTHFR
determinadas por amplificacdo génica, seguidas da atuacdo de enzima de
restricio em conformidade com protocolo estabelecido. Os resultados
permitiram concluir que as freqii€éncias génicas observadas para as mutagdes
G1691A do fator V, G20210 da protrombina e C677T da MTHFR ndo t€ém
influéncia no estabelecimento da DAC e que uma associagdo entre essas
mutacdes e a DAC nado pode ser estabelecida. Por sua vez as freqii€éncias
génicas para a mutacdo G1793A da MTHFR permitem caracterizar uma
associacdo modesta entre os portadores dessa mutacao, quer sejam portadores
ou nao portadores de DAC, com o aparecimento da DAC. Fica clara a quase
inexisténcia de correlacdes entre os sistemas polimorficos analisados no
presente trabalho e o estabelecimento da doenca arterial coronariana para uma

amostra da populacdo paulista.
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ABSTRACT

The coronary artery disease is a major cause of morbidity and mortality of
people, especially those who inhabit the developed regions. The considered
risk factors for the development of this disease are quite known and analyzed,
being observed an increasingly regard to the risks of genetic and a verification
of human polymorphic systems’ association to the propensity to develop a
particular disease. From these studies it was possible to imagine the
occurrence of so-called genetic markers, where the authors hold an attempt to
view the possibilities of these markers be correlated to the disease examined.

The purpose of this work was to establish and verify the validity of a
molecular methodology capable of characterizing the mutation in G1691A in
the gene of the clotting factor V, the mutation in the gene G20210A
prothrombin and of the mutations in the gene C677T and G1793A of
methylene-tetrahydrofolate reductase. With this option, check and correlate
the frequency of these mutations in individuals with coronary artery disease,
in non individuals with coronary artery disease and in blood donors in a share
of the Paulista population. Hence, three groups of study were established,
consisting in residents of the region of Sao Jose do Rio Preto, Sao Paulo, two
of them classified by coronary angiography as bearers of coronary artery
disease and non bearers individuals with coronary artery disease, while a
third group was set by donors of blood in the same region. The patients' ages
ranged from 36 to 84 years old, while the third group ranged from 18 to 55
years old. The genomic DNA was extracted with Amersham Pharmacia
Biotech’s Kit, and the characterization of alleles involved in the change
G1691A (factor V Leiden), the prothrombin G20210A, and G1793A of
MTHFR C677T determined by gene amplification, followed by the

performance of restriction enzyme, in accordance with established protocol.
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The results showed that the gene frequencies observed for the change of
factor V G1691A, G20210 of prothrombin and the MTHFR C677T have no
influence on the establishment of DAC and that an association between these
mutations and DAC can not be established. Therefore the genetic frequencies
for G1793A mutation of MTHFR make it possible to define a modest
association between the mutation carriers, whether individuals or not holders
of DAC, with the emergence of DAC. It is clear the almost no correlation
between the systems polymorphic analyzed in this work and the establishment

of coronary artery disease for a sample population of Sao Paulo.

12



Resumo
Abstract

Lista de figuras
Lista de tabelas
Introducao
Objetivos
Casuistica
Metodologia
Resultados
Discussao
Conclusoes
Referéncias bibliograficas

Apéndices

SUMARIO

11

14

16

19

27

28

30

40

59

73

74

86

13



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema do metabolismo do folato em relacdo a metilacdo e

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

sintese do DNA

Esquema representativo do produto da amplificacdo génica
apOs restricdo enzimdtica com a Mnl I para a mutacdo

G1691A do gene do fator V da coagulacdo

Esquema representativo do produto da amplificacdo génica
apos restricdo enzimdtica com a Hind III para a mutagdo

G20210A do gene da protrombina

Esquema representativo do produto da amplificacdo génica
apés restricdo enzimdtica com a Hinf I para a mutagdo

C677T no gene da metilenotetrahidrofolato redutase

Esquema representativo do produto da amplificacdo génica
apos restricdo enzimatica com a Bsrb I para a mutagdo

G1793A no gene da metilenotetrahidrofolato redutase

Produto da restricio enzimética da Mnl I para a mutacdo

G1691A no gene do fator V da coagulacio

25

34

35

37

38

41

14



Figura 7. Produto da restricdo enzimdtica da Hind III para a mutagdo

G20210A no gene da protrombina

Figura 8. Produto da restricdo enzimdtica do Hinf I para a mutacao

C677T no gene da metilenotetrahidrofolato redutase

Figura 9. Produto da restricio enzimdtica da Bsrb I para a mutagdo

G1793A no gene da metilenotetrahidrofolato redutase

46

48

53

15



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Distribuicdo dos genétipos da mutacao G1691A do gene do
fator V da coagulacio em pacientes submetidos a
cinecoronariografia e em doadores de sangue da regido de

Sao José do Rio Preto - SP

Tabela 2. Freqiiéncias dos alelos G e A com relagdo a mutacdo
G1691A no gene do fator V da coagulacdo nos pacientes
submetidos a cinecoronariografia e nos doadores de

sangue

Tabela 3. Distribuicdo dos gendtipos da mutacdao G1691A do gene do
fator V da coagulacio em pacientes submetidos a
cinecoronariografia € em doadores de sangue do sexo

masculino da regido de Sao José do Rio Preto - SP

Tabela 4. Distribuicdo dos genétipos da mutacdo G1691A do gene do
fator V da coagulacdo em pacientes submetidos a
cinecoronariografia e em doadores de sangue do sexo

feminino da regidao de Sao José do Rio Preto - SP

Tabela 5. Distribuicdo dos gendtipos da mutagdo C677T do gene da
MTHFR em pacientes submetidos a cinecoronariografia e
em doadores de sangue da regido de Sao José do Rio Preto

- SP

44

44

45

45

51

16



Tabela 6. Freqiiéncias dos alelos C e T com relagdo a mutagao C677T
no gene da MTHFR nos pacientes submetidos a

cinecoronariografia e nos doadores de sangue

Tabela 7. Distribuicdo dos genoétipos da mutagdo C677T do gene da
MTHFR em pacientes submetidos a cinecoronariografia e
em doadores de sangue do sexo masculino da regido de Sao

José do Rio Preto - SP

Tabela 8. Distribuicdo dos genoétipos da mutagdo C677T do gene da
MTHFR em pacientes submetidos a cinecoronariografia e

em doadores de sangue do sexo feminino da regido de Sao

José do Rio Preto - SP

Tabela 9. Distribui¢dao dos gendtipos da mutagdo G1793A do gene da
MTHFR em pacientes submetidos a cinecoronariografia e

em doadores de sangue da regido de Sdo José do Rio Preto -

SP

Tabela 10. Freqii€éncias dos alelos G e A com relagdo a mutagdo
G1793A no gene da MTHFR nos pacientes submetidos a

cinecoronariografia e nos doadores de sangue

Tabela 11. Distribuicao dos genétipos da mutacdo G1793A do gene da
MTHFR em pacientes submetidos a cinecoronariografia e
em doadores de sangue do sexo masculino da regido de Sao

José do Rio Preto - SP

51

52

52

56

56

57

17



Tabela 12. Distribui¢cdo dos gendtipos da mutagdo G1793A do gene da
MTHFR em pacientes submetidos a cinecoronariografia e
em doadores de sangue do sexo feminino da regido de Sdo

José do Rio Preto - SP

Tabela 13. Prevaléncia da soma dos heterozigotos e homozigotos

mutantes observadas nos individuos analisados

57

58

18



INTRODUCAO

A doenca arterial coronariana (DAC) € uma das principais causas de
mortalidade e morbidade no mundo, acometendo principalmente os
individuos na faixa etdria mais produtiva. Assim sendo, representa um
importante problema de sadde publica que se torna mais expressivo se
considerarmos o0s custos elevados necessdarios para a manutencdo do
atendimento emergencial, tratamentos terapéuticos e cirirgicos dos portadores

(Lotufo & Lolio, 1994; Cecil, 2001).

A DAC € uma doenga caracterizada principalmente por um actimulo
de depdsito de gordura nas células que revestem a parede de uma artéria
corondria, com a possibilidade de obstruir o fluxo sanguineo. Esses depdsitos
sdo formados de forma gradual nos grandes ramos das artérias corondrias
principais, que circundam o coracdo e que sdo os responsdveis pelo
provimento de sangue e conseqiientemente pela oxigenacdo do musculo
cardiaco. Esse processo gradual de depdsito de gordura é denominado
aterosclerose e o estabelecimento do acimulo de gordura, ateromas ou placas.
A medida que a obstrugio de uma artéria coronariana evolui e se agrava, pode
ocorrer uma irrigacao inadequada de sangue ao coracdo, denominada de
isquemia e com a possibilidade de lesdo cardiaca. A DAC representa a causa
mais comum de isquemia do miocdrdio, sendo as principais complicacdes
representadas pela angina pectoris e pelo infarto do miocardio (Cecil, 2001;

Gaziano, 2003).

A angina é representada por uma dor tordcica transitéria ou por uma
sensacdo de pressdo que ocorre quando o coragdo ndo recebe oxigénio de
forma suficiente; sendo que, por sua vez, o infarto do miocéardio € considerado

uma emergéncia médica em que parte do fluxo de sangue para o coracdo é
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reduzido ou interrompido de forma subita e intensa produzindo morte do

musculo cardiaco por falta de oxigénio (Gaziano, 2003).

A DAC ¢ uma moléstia multifatorial causada tanto por defeitos
genéticos quanto por defeitos adquiridos, quer sejam intrinsecos ou
ambientais envolvidos na patogénese da aterosclerose e suas complicacdes

trombdéticas (Marian, 1997; Fletcher & Kessling, 1998).

Estudos epidemioldgicos permitiram identificar fatores de risco
associados a DAC e a partir desses conhecimentos foi possivel utiliza-los,
tendo como propdsito a prevencdo dessa doenca. Dessa forma, a
caracterizacdo dos fatores de risco convencionais para a DAC estd bem
estabelecida e compreendem: sexo, idade, antecedentes familiares com
historia  positiva para cardiopatia, hipertensdo arterial sist€mica,
hipercolesterolemia, hiperglicemia, sobrepeso ou obesidade, tabagismo e até
mesmo nivel sécio econdmico (Fletcher & Kessling, 1998; Zak et al., 2003;

Walton et al., 2004).

Calcula-se que em 2020 as doencgas cardiovasculares serdo
responsaveis por aproximadamente 25 milhdes de morte anualmente e a DAC
ird ultrapassar as doencas infecciosas como causa mundial nimero um de
morte e incapacidade (Gaziano, 2003). A DAC apresenta indice de
mortalidade mais elevado no sexo masculino com relagdo ao feminino, mais
particularmente na faixa etdria de 35 aos 55 anos, sendo que apds os 55 anos
esse indice é mantido entre os homens, enquanto nas mulheres continua
aumentando. Apesar de afetar ambas as racas, essa doenga é mais observada
entre caucasoéides, enquanto que entre os afro-descendentes € mais elevado até
os 60 anos para os homens e para as mulheres até os 75 anos. O mais

importante desses fatores parece ser o estilo de vida, sendo que uma dieta rica
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em gorduras pode permitir o estabelecimento e agravar consideravelmente o

aparecimento da DAC (Cheitun & Zipes, 2003; Douglas, 2003).

Além dos riscos convencionais, hoje em dia tem se dado uma
importancia cada vez maior aos considerados riscos genéticos, sendo que a
partir desses estudos foi possivel imaginar a ocorréncia dos denominados
marcadores genéticos, sendo que os autores realizam uma tentativa com vistas
as possibilidades de correlacionar esses marcadores com a doenca analisada

(Pyeritz, 2003).

Esses estudos foram iniciados com o advento da biologia molecular
que permitiu analisar seqii€éncias de bases do DNA e suas mutacdes com a
possibilidade de estabelecer correlagdes entre mutagdes genéticas hereditarias
e uma determinada freqiiéncia aumentada ou ndo de uma doenca. Com
relacdo a DAC alguns locais génicos ja foram analisados, destacando-se entre
eles as mutagdes nos genes do fator V da coagulagdo, da protrombina e da

metilenotetrahidrofolato redutase (Kim & Becker, 2003).

Mesmo assim, a influéncia desses fatores genéticos na DAC nao
esta clara (Gupta et al., 2003, Pyeritz, 2003) e espera-se que o conhecimento
do papel de marcadores genéticos auxilie na explicacdo das bases moleculares
da doencga e no melhor planejamento de métodos terapéuticos e preventivos,
principalmente em pacientes que sobreviveram ao infarto do miocérdio e nao

apresentavam nenhum fator de risco convencional (Zak et al., 2003).

Mutacao G1691A no gene do fator V da coagulacao (fator V de Leiden)

Em 1994, trés laboratérios independentes descobriram uma mutagao
no exon 10 do gene que codifica o fator V da coagulagdo e que passou a ser
denominada fator V de Leiden. Essa resulta na transicdo de uma guanina para

uma adenina no nucleotideo 1691 nesse gene, realizando a substituicao do
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aminodcido arginina pela glutamina na posi¢cdo 506 (Greengard et al., 1994),
resultando em falha da proteina C ativada. Essa serina protease tem influéncia
no processo de coagulacdo através da inativacdo proteolitica do fator V
ativado e do fator VIII ativado, componentes do processo da cascata de
coagulacdo. O fator V ativado € derivado do fator V mediado pela
protrombina (fator II ativado). Na presenca da mutagdo, o produto, agora
denominado fator V de Leiden, € clivado e inativado de forma insatisfatéria, o
que faz com que a necessdria ativacdo da protrombina ndo seja reconhecida,
resultando em actimulo de fator Va com conseqiiente processo de coagulagdo
ampliado. Portanto, essa mutacdo representa uma maior predisposi¢dao
genética para o risco de trombose venosa em humanos (Hezard et al., 1997;
Zivelin et al., 1997). Este defeito esta relacionado com mais de 90% dos casos
de resisténcia hereditaria a proteina C ativada (Zivelin et al., 1997) pois é
inativado dez vezes menos que o fator V (Heeb et al., 1995; Kalafatis et al.,

1995; Nicolaes et al., 1995; Rosing et al., 1995).

Os portadores homozigotos para essa mutacdo (gendtipo AA)
apresentam risco 50 a 100 vezes maior de desenvolver trombose quando
comparados aos ndo portadores de fator V de Leiden. Por sua vez, os
heterozigotos para essa mutacdo (gendtipo GA) apresentam esse risco na

ordem de 5 a 10 vezes maior (Rees et al., 1995).

O fator V de Leiden € detectado em cerca de 3 a 5% da populacao
caucasoide da Europa e Estados Unidos e em menos de 1% no sudeste da
Asia, Oriente Médio e Africa (Rees et al., 1995). A populagio brasileira
apresenta prevaléncia em caucasdides e, raramente, estd presente em afro-

descendentes e nativos (Arruda et al., 1996).
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Mutacao G20210A no gene da protrombina

Um outro fator de risco genético considerado para DAC € a mutagao
G20210A observada no gene da protrombina. Em 1996, Poort e colaboradores
identificaram uma substituicdo de guanina para adenina na posi¢ao 20210 da
regido 3” ndo traduzida do gene da protrombina. A presenca dessa mutacao
ndo altera a estrutura da proteina, mas induz elevacao dos niveis plasmaticos
de protrombina, com resultado potencial de hipercoagulabilidade e um risco a
trombose, aumentada de 2 a 3 vezes (Sykes et al., 2000). O mecanismo pelo
qual a muta¢do promove o aumento dos niveis de protrombina ainda ndo esté
completamente definido. Como a mutagdo G20210A estd localizada na
extremidade 3’ do gene, pode ser que ocorra uma eficiéncia maior na
transcricdo ou uma maior estabilidade do RNAm transcrito (Poort et al.,

1996).

A protrombina (fator II) € o precursor da enzima trombina ativa
(fator Ila), que possui um papel fundamental na regulacdo do processo de
coagulacdo (dentre eles o processamento do fator V em fator V ativado)
(Bertina et al., 1992; Dang et al., 1995; Jackson, 1994). A prevaléncia para a
heterozigose desse polimorfismo tem sido relatada como de 1 a 2%, sendo
que esta mutacdo prevalece entre 1 a 4% na populacdo européia e ¢é

considerada rara entre asiaticos e africanos (Rosendaal et al., 1998).

Mutacoes C677T e G1793A no gene da metilotetrahidrofolato redutase

Além dos fatores genéticos citados, a hiperhomocisteinemia também
tem sido responsabilizada como outro fator de risco para doencgas
cardiovasculares, pois alguns estudos sustentam que mesmo uma pequena
elevacdo nos niveis de homocisteina resulta em aumento na ocorréncia dessas

doengas (Cecil, 2001).
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O excesso de homocisteina pode ser responsdvel pela formacao de
homocisteina tiolactona, um intermedidrio muito reativo e que modifica
grupos amino livres da LDL (Low Density Lipoprotein), fazendo com que
eles se agreguem e sejam fagocitados por macréfagos. Por outro lado, a
homocisteina pode produzir lipoperoxidacdo e agregacdo plaquetéria
resultando em fibrose e calcificag¢do de placas ateroscleréticas (Devlin, 1998).

A elevacdo da homocisteina no sangue € causada por diversos
fatores, tais como a ingestdo elevada de metionina, redu¢ao do metabolismo,
alteragdes genéticas ou deficiéncias de enzimas (cistationina [} sintetase ou
metilenotetrahidrofolato redutase) ou de vitaminas B12, B6 e do acido félico,
substancias importantes no metabolismo da homocisteina (Lima et al., 2007).

A homocisteina é metabolizada por duas vias, a remetilagdo e a
transsulfuracdo, sendo a primeira dependente da enzima metionina sintetase
que utiliza como cofator a vitamina B12. O 5-metiltetrahidrofolato € o doador
de metil para essa reagdo e a metiltetrahidrofolato redutase (MTHFR) € um
catalizador no processo de remetilacio de folato. A 5,10-
metilenotetrahidrofolato € reduzida a S5-metilenotetrahidrofolato auxiliada
pela 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase, sendo o produto dessa redugdo a
forma predominante do folato e a doadora de carbono para a remetilagdo da
homocisteina para metionina (Figura 1). Um excesso de metionina faz com
que a homocisteina entre na via da transsulfura¢do, na qual a mesma reage
com a serina em uma reacdo catalizada pela cistationina sintetase e vitamina

B6, gerando cistationina que, hidrolisada, passa para cisteina (Devlin, 1998).

24



e

Metilagdo 4 Metionina —] [~ Tetrahidrofolato
Metionina sintetase 5,10-metilenotetrahidrofolato —> DNA
I MTHFR

Cisteina *— Homocisteina — S-metiltetrahidrofolato

Figura 1. Esquema do metabolismo do folato em relacdo a metilagdo e
sintese do DNA (Mao et al., 2008).

Mutacdes no gene da MTHFR podem reduzir a atividade dessa
enzima, o que propicia uma metilacao inadequada da homocisteina e como
conseqiiéncia uma hiperhomocisteinemia, sendo que esse aumento tem sido
associado a complicacdes vasculares (Brugada & Marian, 1997).

Algumas mutacdes tem sido reconhecidas no gene da MTHFR,
sendo que as mais estudadas sao a C677T e a G1793A. Apesar de todas serem
reconhecidamente responsdveis por alterarem de formas diversas a
concentracdo de homocisteina plasmatica, a mais analisada e mais
amplamente correlacionada a DAC é a mutacao C677T.

Kang e colaboradores (1988) descreveram uma variante termolabil
da MTHFR que promovia um decréscimo da atividade dessa enzima € um
pequeno aumento na concentracdo plasmadtica da homocisteina. Em 1995,
Frosst e colaboradores, descreveram uma mutacdo que conferia uma
termolabilidade a essa enzima diminuindo a sua atividade especifica, com

conseqiiente aumento da homocisteina, sendo a mesma representada por uma
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substitui¢do de citosina para timina no nucleotideo 677 no gene da MTHFR,
promovendo a substituicio da alanina para valina na posi¢do 226 do gene.
Nesse tltimo estudo foi verificada uma incidéncia de 35% de heterozigotos
CT e 12% de homozigotos TT.

Essa mutacdo é reconhecida como responsédvel pela reducdo da
atividade enzimdtica o que resulta em um aumento aproximado de 3,5 mmol
de homocisteina em relacio ao gendtipo ndo mutante, conferindo uma
hiperhomocisteinemia moderada (Brattstrom & Wilcken, 2000).

Ja na mutacao G1793A, descrita por Rady e colaboradores (2002),
ocorre uma substitui¢cdo de guanina por adenina na posicdo 1793, resultando
em alteracdo da arginina por glutamina. Nesse estudo também foi verificada a
presenca de heterozigotos em 2,6% de judeus Ashkenazi, 6,2% de afro-
americanos, 12,6% de caucasdides e 11,6% de hispanicos. A auséncia de
maiores estudos relacionados a essa mutacdo e suas implicagdes na
concentracdo de homocisteina plasmdtica faz com que seja controversa a
influéncia ou nao desse polimorfismo como possivel fator de risco para

doencgas vasculares.
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OBJETIVOS

No presente trabalho pretendeu-se:

Estabelecer e verificar a validade de uma metodologia molecular
capaz de caracterizar a mutagdo G1691A no gene do fator V da coagulacao, a
mutacdo G20210A no gene da protrombina e as mutagdes C677T e G1793A
no gene da metilenotetrahidrofolato redutase.

Verificar as freqii€éncias dessas mutagdes em portadores de doenca
arterial coronariana, ndo portadores de doenga arterial coronariana e doadores
de sangue.

Correlacionar as freqii€éncias desses marcadores genéticos nessas
populagcdes com o propdsito de verificar as distribuicdes desses
polimorfismos e a associacio dos mesmos com a suscetibilidade ou
resisténcia em desenvolver doenga arterial coronariana em uma parcela da

populagdo paulista.
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CASUISTICA

No presente trabalho foram estabelecidos trés grupos de estudo,
constituidos por moradores da regido de Sdo José do Rio Preto, Estado de Sao
Paulo, sendo que dois deles foram formados por pacientes que eram indicados
a realizarem cateterismo € que ao passarem por cinecoronariografia foram
classificados como portadores de doencga arterial coronariana € como nao
portadores de doenga arterial coronariana, enquanto um terceiro grupo foi

constituido por doadores de sangue.

Os dois primeiros grupos foram estabelecidos por equipe de clinicos
cardiologistas intervencionistas responsdveis pelo servico de hemodinamica
do Hospital de Base da FUNFARME de Sao José do Rio Preto, Estado de Sao
Paulo, por cinecoronariografia, considerado este um teste padrdo ouro que
permite verificar a presenca ou a auséncia da obstruc¢do arterial coronariana. A

idade desses pacientes variava dos 36 aos 84 anos de idade.

A presenca da DAC foi considerada naqueles individuos que
apresentaram coronariopatia obstrutiva por comprometimento importante
(mais de 70% de obstrucdo), moderado (obstru¢do de 50 a 60%) ou discreto
(obstrugdo de 30 a 40%). Os nao portadores foram aqueles que no resultado
da cinecoronariografia, na sua maioria, ndo apresentaram qualquer alteracdo
nesse exame, enquanto oS restantes, nesse grupo, apresentavam um dos
seguintes problemas: fun¢do sistélica comprometida, estenose mitral, estenose

aortica ou insuficiéncia adrtica.

Os individuos pertencentes ao terceiro grupo e constituido por
doadores de sangue passaram, pelos procedimentos clinicos e laboratoriais

caracteristicos do Servico de Hemoterapia do Hemocentro da Faculdade
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Regional de Medicina de Sao José do Rio Preto, Estado de Sdao Paulo. A

idade destes pacientes variava dos 18 aos 55 anos de idade.

Este estudo teve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade Regional de Medicina de Sao José do Rio Preto, Estado de Sao

Paulo, estando protocolado sob o numero 0447/2007.

Para a andlise da mutacdo G1691A do gene do fator V da
coagulacdo foram analisados 101 individuos que passaram por
cinecoronariografia e 102 doadores de sangue. Dos individuos submetidos a
cinecoronariografia 76 apresentaram DAC e 25 auséncias de DAC. Dos
individuos com DAC, 49 eram homens e 27 mulheres, enquanto que nos
individuos sem DAC, 13 eram homens e 12 mulheres. J4 nos doadores de
sangue, 62 eram homens e 40 mulheres.

Na verificacdo da mutacdo G20210A no gene da protrombina foram
analisados 105 individuos que se submeteram a cinecoronariografia e 103
doadores de sangue. Dos individuos que realizaram a cinecoronariografia, 78
apresentaram DAC e 27 auséncias de DAC. Dos individuos com DAC, 53
eram homens e 25 mulheres, enquanto que nos individuos sem DAC, 13 eram
homens e 14 mulheres. Entre os doadores de sangue, 63 eram homens e 40
mulheres.

Para a mutacdo C677T do gene MTHFR foram analisados 112
individuos que passaram por cinecoronariografia e 101 doadores de sangue.
Dos individuos submetidos a cinecoronariografia, 84 apresentaram DAC e 28
auséncias de DAC. Dos individuos com DAC, 55 eram homens e 29
mulheres, enquanto que nos individuos sem DAC, 13 eram homens e 15
mulheres. Nos doadores de sangue, 65 eram homens e 36 mulheres.

A mutacdo G1793A do gene MTHFR foi verificada em 101
individuos que se submeteram a cinecoronariografia e 100 doadores de

sangue. Dos individuos que realizaram a cinecoronariografia, 77 apresentaram
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DAC e 24 auséncias de DAC. Dos individuos com DAC, 51 eram homens e
26 mulheres, enquanto que nos individuos sem DAC, 10 eram homens e 14

mulheres. Entre doadores de sangue, 60 eram homens e 40 mulheres.
METODOLOGIA
1. Extracio de DNA a partir de sangue periférico

A extragdo de DNA gendmico foi realizada com Kit para extracao
de DNA da Amersham Pharmacia Biotech (GFX™ Genomic blood DNA

purification kit), segundo as orienta¢des do fornecedor descritas a seguir:

Lise de eritrocitos

Adicionar solugdo de lise de eritrocitos 3X ao volume da amostra em um
micro tubo de 1,5 mL,

Adicionar 300 pul da amostra de sangue a solucao de lise de eritrocitos e
misturar por inversdo (8 a 10 vezes),

Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugar 12000 rpm por
20 segundos para formar o sedimento de glébulos brancos (pellet),

Remover o sobrenadante (decantac@o ou aspira¢io, sem remover o pellet).

Extracao

Ressuspender o pellet no sobrenadante residual por agitacdo vigorosa em
vortex,

Antes de sedimentar, adicionar 500 pl da solu¢do de extracdo no pellet
ressuspendido e misturar no vortex,

Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente;
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Enquanto incuba, preparar a coluna GFX colocando-a no tubo coletor de 2

ml para a purificagio (colocar tampao de elui¢do para pré-aquecer a 70°C).

Ligacido do DNA a matrix da coluna

Transferir a mistura da extracdo para a coluna GFX e centrifugar 8000 rpm
por 1 minuto,
Descartar o sobrenadante do tubo coletor e recolocar a coluna GFX dentro

dele.

Lavagem

Adicionar 500 pl de solugdo de extra¢do na coluna. Centrifugar 8000 rpm
por 1 minuto,

Descartar novamente o sobrenadante do tubo coletor e recolocar a coluna
GFX,
- Adicionar 500 pl de solucdo de lavagem na coluna GFX. Centrifugar 12000
rpm por 3 minutos,

Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um micro tubo de 1,5 mL

(onde ficarda o DNA eluido).

Elui¢do

Aplicar 100 a 200 pul do tampao de elui¢do pré-aquecido ou dgua na coluna
GFX, (volumes menores que 50 ul centrifugar 12000 rpm para recuperar o
DNA da coluna)
- Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto,

Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto para recuperar o DNA.
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2. Quantificacao do material genético

O material genético foi diluido na propor¢do 1:100 em dgua Milli-Q
(em 495 uL de dgua Milli-Q foi adicionado 5 UL de DNA), sendo em seguida
determinada a densidade 6tica em 260 e em 280 nm, usando dgua Milli-Q

para zerar o espectrofotdmetro.

A concentracdo de DNA foi calculada pela férmula:

Concentracao da amostra em pug/mL = DO 260 nm X 50 X 100

O grau de pureza da amostra foi verificado através da relacio DO
260 / DO 280, o que permite verificar a presenca de outras proteinas. As
amostras de DNA a serem amplificadas pela PCR devem apresentar relacio

entre 1,7 ¢ 2,0.

3. Verificacao da pureza do DNA em gel de agarose

A pureza e a ndo degradacdo do DNA foi verificada em eletroforese
horizontal realizada em gel de agarose a 1% com tampao TBE 1X, aplicando-
se 10 puLL da mistura (8 pL da amostra de DNA e 2 ul. de azul de bromofenol)
em cada poco do gel. A migracdo foi realizada aplicando 110 V por
aproximadamente 40 minutos.

Apo6s a migragdo o gel foi corado com solugdo de brometo de etidio
por aproximadamente 20 minutos, sendo as fracOes visualizadas em

transiluminador.
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4. Procedimento de amplificacio do material genético e tratamento do
produto da amplificacio para a caracterizacido das mutacoes

analisadas

4.1. Mutacao G1691A no gene do fator V da coagulacao

A caracterizagdo da presenca da mutacdo G1691A (fator V de
Leiden) foi determinada através da amplificagdo génica de um fragmento
localizado no exon 10 do gene do fator V utilizando os pares de primers: 5’-
TgCCCAgTgCTTAACAAZACCA-3’ ¢ 5’-TgTTATCACACTggTgCTAA-3’
(Hashimoto et al., 1999).

Nesse procedimento foi utilizado os seguintes parametros de reacao:
uma desnaturacdo inicial de 1 minuto a 94° C, seguidas por 35 ciclos de 40
segundos de desnaturagcdo a 94° C, 40 segundos de anelamento a 55° C e 40
segundos de extensdao a 72° C, com uma extensdo final de 72° C por 5
minutos, o que resulta como produto da amplificacdo um fragmento de 267
pb.

O produto da PCR foi digerido com a enzima de restricdo Mnl I por
4 horas a 37°C, de acordo com instrucdes do fornecedor, seguido por
eletroforese em gel de agarose a 4%, sendo os produtos evidenciados com
brometo de etideo e visualizados em transiluminador ultravioleta.

O alelo normal foi caracterizado pela presenca de bandas de 163, 67
e 37 pb; o alelo homozigoto mutante pela presenca de bandas de 200 e 67 pb e
o heterozigoto pela associagdo dessas bandas (Hashimoto et al., 1999)

(Figura 2).
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NN NM MM

200 pb — —1
163 pb — —
67 pb — — —
37pb — —

Posicao NN : homozigoto normal (genétipo GG)
Posicao NM : heterozigoto (genétipo GA)
Posicao MM : homozigoto mutante (genétipo AA)

Figura 2. Esquema representativo do produto da amplificacdo génica apds
restricdo enzimdtica com a Mnl I para a mutagdo G1691A do gene
do fator V da coagulacdo.

4.2. Mutacao G20210A do gene da protrombina

A caracterizacdo da mutacdo G20210A no gene da protrombina foi
determinada por amplificagdo génica de um fragmento localizado na regido
ndo traduzida 3° UT desse gene utilizando os pares de primers: 5’°-
TCTAgAAACAgTTgCCTggC-3 e 5°-ATAgCACTgggAgCATTgAAgC-3’
(Poort et al., 1996).

Nesse procedimento foi utilizado os seguintes parametros de reacao:
uma desnaturacdo inicial de 10 minutos a 94° C, seguidas por 40 ciclos de 1
minuto de desnaturacdo a 94° C, 1 minuto de anelamento a 57° C e 1 minuto
de extensdo a 72 ° C, com uma extensdao final de 72° C por 5 minutos,

resultando em um fragmento de 345 pb.
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O produto da PCR foi digerido com a enzima de restricdo Hind III

por 4 horas a 37°C, de acordo com instru¢des do fornecedor, seguido por

eletroforese em gel de agarose a 4%, sendo os produtos obtidos corados com

brometo de etideo e visualizados em transiluminador ultravioleta.

O alelo normal foi caracterizado por banda de 345 pb; o alelo

homozigoto mutante pela presenca de bandas de 322 e 23 pb, sendo o alelo

heterozigoto representado pela associacdo dessas bandas (Poort et al., 1996)

(Figura 3).
NN NM MM
345 pb 1 1
322 pb —1 -
23 pb —1 -

Posicao NN : homozigoto normal (genétipo GG)
Posicio NM: heterozigoto (genétipo GA)
Posicao MM: homozigoto mutante (genétipo AA)

Figura 3.

Esquema representativo do produto da amplificagdo génica apods
restricdo enzimdtica com a Hind III para a mutagdo G20210A do
gene da protrombina.
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4.3. Mutacoes C677T e G1793A do gene da MTHFR

4.3.1. Caracterizacao da mutacao C677T

A presenca da mutagdo C677T foi determinada por amplificacio
génica de um fragmento localizado na regido do exon 4 do gene da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) utilizando os pares de primers:
5’-TgAAggAgAAggTgTCTgCgggA-3" e 5°-AggACggTgCggTgA gAgTg-3’
(Frosst et al., 1995; Skibola et al., 1999).

Nesse procedimento foi utilizado os seguintes parametros de reacao:
uma desnaturagdo inicial de 3 minutos a 95° C, seguidas por 34 ciclos de 1
minuto de desnaturacdo a 94° C, 1 minuto de anelamento a 56° C e 30
segundos de extensdo a 72 ° C, com uma extensdo final de 72° C por 3

minutos, resultando em um fragmento de 198 pb.

O produto da PCR foi digerido com a enzima de restri¢do Hinf I por
4 horas a 37°C, de acordo com instru¢des do fornecedor, seguido por
eletroforese em gel de agarose a 4%, evidenciados com brometo de etideo e

visualizados em transiluminador ultravioleta.

O alelo normal foi caracterizado pela presenca de banda de 198 pb;
o alelo homozigoto mutante por bandas de 175 e 23 pb e o heterozigoto pela

associacdo dessas (Frosst et al., 1995; Skibola et al., 1999) (Figura 4).
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NN NM MM

198 pb — —
175 pb — —3
23 pb — —
\ 4

Posicao NN : homozigoto normal (genétipo CC)
Posicao NM : heterozigoto (genétipo CT)
Posicao MM : homozigoto mutante (genétipo TT)

Figura 4. Esquema representativo do produto da amplificacdo génica apds
restricdo enzimdtica com a Hinf I para a mutagdo C677T no gene
da metilenotetrahidrofolato redutase.

4.3.2. Caracterizacao da mutacio G1793A

A presenca da mutacdo G1793A foi determinada por amplificagdo
génica de um fragmento localizado na regido do exon 11 do gene da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) utilizando os pares de primers:
5’-CTCTgTgTgTgTgTgCATgTgTgCg-3" e 5’-gggACAggAgTg gCTCCAAC
gCAgg-3’ (Rady et al., 2002).

Nesse procedimento foi utilizado os seguintes parametros de reacao:
uma desnaturacdo inicial de 2 minutos a 94° C, seguidas por 40 ciclos de 1

minuto de desnaturagdo a 94° C, 1 minuto de anelamento a 66° C e 1 minuto
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de extensdo a 72 ° C, com uma extensao final de 72° C por 10 minutos. Esse

processo gerou um fragmento de 310 pb.

O produto da PCR foi digerido com a enzima de restri¢do Bsrbl por

S horas a 37°C, de acordo com instru¢des do fornecedor, seguido por

eletroforese em gel de agarose a 2%, sendo os produtos obtidos evidenciados

com brometo de etideo e visualizados em transiluminador ultravioleta.

O alelo normal foi caracterizado pela presenca de bandas de 233 e

77 pb; enquanto o alelo homozigoto mutante pela banda de 310 pb (Rady et
al., 2002) (Figura 5).

NN NM MM
310pb — —
233pb — —

77 pb — —

Posicao NN : homozigoto normal (genétipo GG)
Posicao MN : heterozigoto (genétipo GA)

Posicao MM : homozigoto mutante (genétipo AA)

Figura 5.

Esquema representativo do produto da amplificagdo génica apds
restri¢do enzimdtica com a Bsrb I para a mutacdo G1793A no gene

da metilenotetrahidrofolato redutase.
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4.4. ANALISE ESTATISTICA

A significancia da presenga das mutagdes analisadas nos grupos de
portadores e ndo portadores da doenca arterial coronariana comparados com
os doadores de sangue, foi realizada pelo teste do qui-quadrado e, quando
recomendado, aplicado o teste exato de Fisher. Um valor de P < 0,05 era
considerado estatisticamente significativo.

Os resultados foram também analisados por odds ratio (OR) (razdo
das possibilidades) (razdo das chances), considerando um intervalo de
confianga (IC) de 95%, o que permitia uma aproximagao estimada do risco
relativo (RR) entre a ocorréncia da mutagdo e os grupos. Quando o extremo
inferior do intervalo de confianca excedia o valor de 1 representava
significincia estatistica a um nivel de 5%.

Essas analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
Epilnfo da Organiza¢do Mundial de Saudde.

As freqiiéncias génicas foram calculadas pela somatoria dos alelos

observados na populacio nos casos de sistemas com dois alelos.
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RESULTADOS

A metodologia molecular aplicada na caracterizacdo das mutagdes
de nosso interesse mostrou ser de fécil realizacdo, reprodutivel, confidvel,
valida para o presente estudo e possivel de ser executada em qualquer outro
laboratdrio que desejasse realizar esse tipo de andlise.

O material genético extraido com a ajuda de um kit comercial
evidenciou excelente recuperacdo do produto final, principalmente quando
levdvamos em consideracdo o espaco de tempo entre a coleta do sangue total
e do processo de extracdo de até dois dias. Espacos de tempo maiores que
esse ndo interferiam na qualidade do DNA, mas na quantidade desse material.
Outra vantagem verificada na utilizacdo desse kit comercial foi o tempo total
para a extracdo do DNA, que era em torno de 5 horas, enquanto os métodos

tradicionais levam até dois dias para completar todo o processo.

Mutaciao G1691A no gene do Fator V da coagulacao

A caracterizacdo da mutacdo G1691A permitia através dos padrdes
de migracao das bandas, visualizar diferentes gen6tipos, sendo que bandas de
163, 67 e 37 pb caracterizavam o individuo homozigoto normal (genotipo
GG), bandas de 200, 163, 67 e 37 pb evidenciavam o genétipo heterozigoto
(genétipo GA) e bandas de 200 e 67 pb caracterizavam o genotipo
homozigoto mutante (AA).

Na Figura 6 apresentamos um exemplo do material amplificado
seguidos da restricdo enzimatica com Mnl I e que permite a caracterizacao
dos diferentes gendtipos para a presenga ou nao da mutacdo. Nesse exemplo,

aplicamos também o produto da PCR sem atuacdo da enzima de restricao e
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que fornecia uma banda de 267 pb com o propdsito de representar uma banda

de migracdo marcadora de tamanho.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

267 pb
200 pb
163 pb

67 pb

37 pb

Posicoes 1 e 12 = produto da PCR nao cortado

Posicoes 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 10 e 11 = homozigoto normal (GG)
Posicao 9 = heterozigoto (GA)

Figura 6. Produto da restricdo enzimatica da Mnl I para a mutagdo G1691A
no gene do fator V da coagulagdo.

Na verificagdo da mutagcdo G1691A do gene do fator V da
coagulacdo foram analisados 101 individuos que se submeteram a
cinecoronariografia e 102 doadores de sangue. Dos individuos que se
submeteram a cinecoronariografia, 76 (75%) apresentaram o diagndstico de
coronariopatia obstrutiva e 25 (25%) de auséncia de coronariopatia.

Dos individuos com DAC, 69 (91%) apresentaram o gendtipo

homozigoto normal (GG), 7 (9%) heterozigotos (GA) e nenhum homozigoto
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mutante. Por sua vez, entre os individuos com auséncia de DAC, todos os 25
analisados (100%) apresentaram o gen6tipo homozigoto normal (GQG).

Entre os doadores de sangue, 96 (94%) apresentaram gendtipo
homozigoto normal (GG) e 6 (6%) se mostraram heterozigotos (GA) (Tabela
1).

A comparacdo estatistica, pelo qui-quadrado, das distribui¢des
genotipicas entre os portadores de DAC com os doadores de sangue
evidenciou diferenca estatistica nao significativa.O valor do odds ratio (OR)
estimado entre portadores de DAC e doadores de sangue também evidenciou
diferenca estatistica nao significativa.

Entre os individuos sem DAC ndo foi possivel realizar esses testes
considerando que a totalidade destes apresentou o gendtipo homozigoto
normal (GG).

Os resultados obtidos quanto a distribuicdo genotipica permitiam
calcular as freqii€ncias génicas para os alelos G e A dessa mutacdo (Tabela
2), evidenciando freqiiéncias muito proximas entre os grupos de portadores de
DAC, doadores de sangue e grupo total. Os individuos sem DAC
apresentaram o alelo G em sua totalidade.

Quando estratificivamos nossos resultados com relagdo aos sexos,
verificivamos que para o sexo masculino com DAC, 45 individuos (92%)
apresentaram genoétipo homozigoto normal (GG) e 4 (8%) mostraram-se
heterozigotos (GA). Por sua vez, a totalidade do grupo com auséncia de DAC
revelaram-se homozigotos normais. Entre os doadores de sangue, 60 (97%)
eram homozigotos normais e 2 (3%) heterozigotos (Tabela 3).

Para o sexo feminino, entre as portadoras de DAC, 24 individuos
(89%) foram homozigotos normais e 3 (11%) heterozigotos. A totalidade das

ndo portadoras de DAC apresentaram o gendtipo homozigoto normal. As

42



doadoras de sangue evidenciaram 36 (90%) homozigotos normais e 4 (10%)
heterozigotos (Tabela 4).

Do mesmo modo que para os grupos analisados sem a separagdo
quanto aos sexos, o teste do qui-quadrado evidenciou diferencgas estatisticas
ndo significativas quando a comparacao era realizada entre os portadores de
DAC masculino e feminino com relagdo aos doadores de sangue masculino e
feminino. Entre os nio portadores de DAC dos sexos masculino e feminino
essa comparacao estatistica ndo foi realizada, considerando que a totalidade
apresentava apenas o gendétipo homozigoto normal. O odds ratio aplicado

para esses grupos também evidenciou diferenga estatistica ndo significativa.
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Tabela 1. Distribuicdo dos gendtipos da mutacdo G1691A do gene do fator V da
coagulacdo em pacientes submetidos a cinecoronariografia e em doadores de
sangue da regido de Sao José do Rio Preto - SP.

Genoétipos Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n %0 n %o n % n %o
GG 69 91 25 100 96 94 190 94
GA 7 9 0 0 6 6 13 6
Total 76 100 25 100 102 100 203 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva

** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva
X (com pac : poap) = 0,71; P = 0,398 (ns)

OR (COM DAC : DOAD) = 0,62 [95% IC 0,20 — 1,91] (IlS)

Tabela 2. Freqiiéncias dos alelos G e A com relagdo a mutacdo G1691A no gene do fator
V da coagulacdo nos pacientes submetidos a cinecoronariografia e nos
doadores de sangue.

Alelos Com DAC Sem DAC Doadores Total
G 0,95 1,00 0,97 0,97
A 0,05 0,00 0,03 0,03
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Tabela 3. Distribuicdo dos gendtipos da mutacdo G1691A do gene do fator V da
coagulacdo em pacientes submetidos a cinecoronariografia e em doadores de
sangue do sexo masculino da regidao de Sdo José do Rio Preto - SP.

Gendétipos Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n % n % n % n %
GG 45 92 13 100 60 97 118 95
GA 4 8 0 0 2 3 6 5
Total 49 100 13 100 62 100 124 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva
** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva

%> (oM paC : DoaD) = 0,52; P = 0,471 (ns)
OR (com pac : poap) = 0,38 [95% IC 0,07 —2,14] (ns)

Tabela 4. Distribuicdo dos gendtipos da mutacdo G1691A do gene do fator V da
coagulacdo em pacientes submetidos a cinecoronariografia e em doadores de
sangue do sexo feminino da regido de Sao José do Rio Preto - SP.

Gendétipos Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n % n % n % n %
GG 24 89 12 100 36 90 72 91
GA 3 11 0 0 4 10 7 9
Total 27 100 12 100 40 100 79 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva

** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva
% compac : poap) = 0,07; P = 0,793 (ns)

OR (COM DAC : DOAD) = 0,89 [95% IC 0,18 - 4,33] (IIS)
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Mutacao G20210A no gene da Protrombina

Na Figura 7 apresentamos a possibilidade da verificacdo da
mutacdo G20210A para o gene da protrombina, podendo ser revelado, no
individuo homozigoto normal, pela presenca de uma banda de 345 pb. Do
mesmo modo que para as andlises anteriores, foi aplicado um produto da PCR

sem a atuacdo enzimatica, o que representa um balizamento de migragdo.

345 pb

1 = produto da PCR néo cortado
2,3,4,5, 6= homozigoto normal (GG)

Figura 7. Produto da restricdo enzimdtica da Hind III para a mutagdo
G20210A no gene da protrombina.

Na busca da mutacio G20210A no gene da protrombina foram
analisados 105 individuos que passaram por cinecoronariografia e 103

doadores de sangue. Dos individuos submetidos a cinecoronariografia, 78
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(74%) apresentaram coronariopatia obstrutiva e 27 (26%) auséncia de
coronariopatia obstrutiva.

Entre aqueles com presenca de DAC, 53 (68%) eram do sexo
masculino e 25 (32%) do feminino, os com auséncia de DAC, 13 (48%) eram
masculinos e 14 (52%) femininos e entre os doadores de sangue, 63 (61%)
eram do sexo masculino e 40 (39%) do feminino.

No presente estudo, todos os individuos analisados apresentaram o
gendtipo homozigoto normal (GG) na verificagdo da presenca da mutagao

G20210A.

Mutacao C677T no gene da metilenotetrahidrofato redutase

Na Figura 8 apresentamos um exemplo do resultado da
amplificacdo génica na regido do exon 4 do gene da MTHFR quando
submetida a restricdo enzimatica com a Hinf I e valida na caracterizagdo da
mutacdo C677T. Nessa figura, a visualizacdo de uma banda com 198 pb
caracteriza o alelo homozigoto normal (CC) e as bandas de 198 e 175 pb
caracterizam os alelos heterozigotos (CT) que por apresentarem migragoes
proximas foram aplicadas em um sistema de revelacdo em gel de agarose a
4%. Apesar de nado ser visivel por esse procedimento, uma banda de 23 pb
deveria aparecer tanto para os alelos heterozigotos, como para o0s
homozigotos mutantes, fato que nio representa um impedimento para um
correto diagnostico. Do mesmo modo que os anteriores, uma amostra do

produto da PCR sem atuacio da enzima foi aplicada no gel.
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198 pb
175 pb

1 = produto da PCR néo cortado
3, 5, 6 = homozigoto normal (CC)
2,4,7,8,9,10, 11 = heterozigoto (CT)

Figura 8. Produto da restricdo enzimética da Hinf I para a mutacdo C677T no
gene da metilenotetrahidrofolato redutase.

Para a mutacdo C677T do gene MTHFR foram analisados 112
individuos que se submeteram a cinecoronariografia e 101 doadores de
sangue. Dos individuos que se submeteram a cinecoronariografia, 84 (75%)
apresentaram diagndstico de coronariopatia obstrutiva e 28 (25%) de auséncia
de coronariopatia.

Dos individuos com DAC, 57 (68%) apresentaram o genodtipo
homozigoto normal (CC), 25 (30%) heterozigoto (CT) e 2 (2%) homozigoto
mutante (TT). Os com auséncia de DAC, 14 (50%) apresentaram o genotipo
homozigoto normal, 12 (43%) foram heterozigotos e 2 (7%) mostraram-se
homozigotos mutantes. Entre os doadores de sangue, 67 (66%) apresentaram
gendtipo homozigoto normal, 27 (27%) heterozigoto e 7 (7%) homozigoto

mutante (Tabela 5).
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Foi nossa opcdo agruparmos os portadores heterozigotos e
homozigotos que apresentavam alelo mutante considerando nosso propdsito
em verificar a influéncia ou ndo da mutagao no aparecimento da DAC. Dessa
forma o teste estatistico foi aplicado considerando o portador homozigoto
normal contra a somatdria dos observados heterozigotos e homozigotos
mutantes.

O teste do qui-quadrado e o odds ratio aplicados nas comparagdes
entre individuos com DAC versus doadores de sangue, sem DAC versus
doadores de sangue e entre com DAC versus sem DAC evidenciaram
diferencas estatisticas ndo significativas.

A partir das distribuigdes dos gendtipos foi possivel calcular as
freqiiéncias dos alelos C e T com relagdo a mutacdo C677T no gene da
MTHFR, evidenciando que as freqiiéncias sd@o proximas entre os grupos de
portadores de DAC, doadores de sangue e grupo total. Por sua vez os sem
DAC ndo acompanham essa proximidade (Tabela 6). Essa observaciao pode
ser melhor visualizada pela relacdo do alelo C contra alelo T.

Quando realizdvamos a verificacdo da distribuicdo dos genotipos
para o sexo masculino (Tabela 7), observamos que entre os portadores de
DAC, 39 (71%) eram homozigotos normais e 16 (29%) heterozigotos. Para os
sem DAC foram observados 6 (46%) homozigotos normais, 5 (39%)
heterozigotos e 2 (15%) homozigotos mutantes. Os doadores de sangue
evidenciaram 40 (61%) homozigotos normais, 20 (31%) heterozigotos e 5
(8%) homozigotos mutantes.

Por sua vez, para o sexo feminino, entre as com DAC, 18 (62%)
revelaram ser homozigotos normais, 9 (31%) heterozigotos e 2 (7%)
homozigotos mutantes. As representantes das sem DAC evidenciaram 8

(53%) homozigotos normais e 7 (47%) heterozigotos. Entre as doadoras de
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sangue, 27 (75%) eram homozigotos normais, 7 (19%) heterozigotos e 2 (6%)
homozigotos mutantes (Tabela 8).

Do mesmo modo que o procedimento para a andlise da mutagdo
anterior, agrupamos os portadores de mutacdo, heterozigotos e homozigotos
(CT + TT), para verificar existéncia de correlacdio com os homozigotos
normais (CC).

O teste do qui-quadrado e o odds ratio aplicados nessas amostras,
considerando os grupos separados quando aos sexos (Tabelas 7 e 8)
evidenciaram diferencas estatisticas ndo significativas nas comparagdes entre
portadores de DAC e dos ndo portadores de DAC com os seus respectivos

grupos de doadores de sangue.
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Tabela 5. Distribuicdo dos gendtipos da mutagdo C677T do gene da MTHFR em pacientes
submetidos a cinecoronariografia e em doadores de sangue da regido de Sao
José do Rio Preto - SP.

Genotipos Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n %0 n %0 n %0 n %o
cC 57 68 14 50 67 66 138 65
CT 25 30 12 43 27 27 64 30

TT 2 2 2 7 7 7 11 5
CT+TT 27 32 14 50 34 34 75 35
Total 84 100 28 100 101 100 213 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva

** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva

X’ (cc - cT+TT) (com paC : poapy = 0,00; P = 0,950 (ns)

OR (cc: c1+1T) (coM DAC : DoAD) = 1,07 [95% IC 0,58 — 1,98] (ns)
X’ (cC : CT+TT) (SEM DAC : DoAD) = 1,85; P = 0,173 (ns)

OR (cc: cr+17) (SEM DAC : DOAD) = 0,51 [95% IC 0,22 - 1,18] (ns)

X (CC : CT+TT) (COM DAC : SEM DAC) = 2,175 P = 0,140 (ns)
OR (cc: ct+1T) (coM DAC : sEM DAC) = 2,11 [95% IC 0,88 — 5,04] (ns)

N

Tabela 6. Freqiiéncias dos alelos C e T com relacio a mutacdo C677T no gene da
MTHFR nos pacientes submetidos a cinecoronariografia e nos doadores de

sangue.

Alelos Com DAC Sem DAC Doadores Total
C 0,83 0,71 0,80 0,80

T 0,17 0,29 0,20 0,20
C:T 4,9 2,5 4,0 4,0

51



Tabela 7. Distribuicao dos gendtipos da mutagdo C677T do gene da MTHFR em pacientes
submetidos a cinecoronariografia e em doadores de sangue do sexo masculino
da regiao de Sdo José do Rio Preto - SP.

Gendétipos Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n % n % n % n %

CC 39 71 6 46 40 61 85 64

CT 16 29 5 39 20 31 41 31
TT 0 0 2 15 5 8 7 5
CT+TT 16 29 7 54 25 39 48 36
Total 55 100 13 100 65 100 133 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva

** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva

X (cc - cT+TT) (com pac : poapy = 0,78; P = 0,376 (ns)

OR (cc: cr+1T) (coM pAC : oaD) = 1,52 [95% IC 0,71 — 3,28] (ns)
X (CC : CT+TT) (SEM DAC : DoAD) = 0,52; P = 0,471 (ns)

OR (cc: cr+1T) (SEM DAC : DOAD) = 0,54 [95% IC 0,16 — 1,78] (ns)

Tabela 8. Distribuicdo dos gendtipos da mutagdo C677T do gene da MTHFR em pacientes
submetidos a cinecoronariografia e em doadores de sangue do sexo feminino da
regido de Sao José do Rio Preto - SP.

Gendétipos Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n %o n % n % n %

CcC 18 62 8 53 27 75 53 66

CT 9 31 7 47 7 19 23 29

TT 2 7 0 0 2 6 4 5
CT+TT 11 38 7 47 9 25 27 34
Total 29 100 15 100 36 100 80 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva
** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva

% (CC: CT+TT) (COM DAC : oAD) = 0,73; P = 0,393 (ns)
OR (cc: c+1T) (coM pAC : DOAD) = 0,55 [95% 1C 0,19 — 1,58] (ns)

x (CC : CT+TT) (SEM DAC : DoaD) = 1,41; P = 0,234 (ns)
OR (cc: ct+1T) (SEM DAC : DOAD) = 0,38 [95% IC 0,11 — 1,35] (ns)
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Mutacao G1793A no gene da metilenotetrahidrofolato redutase

Na Figura 9 apresentamos um exemplo do resultado da

amplificagdo génica no gene da MTHFR quando submetida a restri¢do

enzimdtica com a Bsrb I e vélida para a caracterizacdo da mutacdo G1793A.

Nessa figura podemos verificar as bandas de 233 e 77 pb caracterizam o

individuo homozigoto normal (GG), bandas de 310, 233 e 77 pb sdo

caracteristicas do genotipo heterozigoto (GA) e banda de 310 pb caracteriza o

homozigoto mutante (AA). Nesse exemplo foi aplicado um marcador de

tamanho de bases.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 = Marcador de tamanho (50 pb)

2 = heterozigoto (GA)

3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 = homozigoto normal (GG)
12 = homozigoto mutante (AA)

310 pb
233 pb

77 pb

Figura 9. Produto da restricao enzimadtica da Bsrbl para a mutacdo G1793A

no gene da metilenotetrahidrofolato redutase
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A mutacdo G1793A do gene MTHFR foi verificada em 101
individuos que se submeteram a cinecoronariografia e 100 doadores de
sangue. Daqueles que realizaram cinecoronariografia, 77 (76%) apresentaram
diagnéstico de coronariopatia obstrutiva e 24 (24%) de auséncia de
coronariopatia.

Dos individuos com DAC, 64 (83%) apresentaram o gendtipo
homozigoto normal (GG), 5 (7%) heterozigoto (GA) e 8 (10%) homozigoto
mutante (AA). Os com auséncia de DAC, 20 (83%) apresentaram o genétipo
homozigoto normal, 3 (13%) heterozigoto e 1 (4%) apresentou gendtipo
homozigoto mutante. Dos doadores de sangue, 97 (97%) eram homozigotos
normais e 3 (3%) heterozigotos (Tabela 9).

Na andlise dessa mutacdo também agrupamos os portadores
heterozigotos e homozigotos mutantes para a comparagdo com os portadores
homozigotos normais.

O qui-quadrado entre os portadores de DAC e os nio portadores de
DAC versus os doadores de sangue quando considerdvamos as freqiiéncias do
genotipo GG versus os genotipos GA somados a AA evidenciaram diferenca
estatistica significativa. Essa observacdo nao era observada na comparacao
entre os portadores de DAC versus os ndo portadores de DAC.

Os odds ratio considerados para todos esses agrupamentos
evidenciou diferenca estatistica nao significativa.

As distribuicdes dos gendtipos expressas na Tabela 9 permitia
calcular as freqii€éncias dos alelos G e A possiveis de estarem presentes na
mutacdo G1793A no gene da MTHFR (Tabela 10). Essas freqiiéncias
apresentavam uma diferenca quanto a sua expressao, sendo que a relagdo do
alelo G sobre o alelo A era de 6,1 para os com DAC; de 9,0 para os sem

DAC; de 49,0 para os doadores de sangue e de 13,3 para o grupo total
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analisado. Esse resultado evidencia que entre o grupo com DAC a freqiiéncia
do alelo A (mutante) € muito maior do que nos outros grupos.

Quando observamos no estudo dessa mutacdo as distribuicoes
genotipicas com relacdo ao sexo masculino (Tabela 11), verificamos entre os
portadores com DAC, 46 (90%) com genétipo homozigoto normal (GG), 3
(6%) heterozigoto (GA) e 2 (4%) homozigoto mutante (AA). Os com
auséncia de DAC, 9 (90%) revelaram-se homozigotos normais e 1 (10%)
homozigoto mutante. Entre os doadores de sangue, 57 (95%) eram
homozigotos normais e 3 (5%) heterozigotos.

Para o sexo feminino (Tabela 12), entre as com DAC foram
observadas 18 (69%) homozigotos normais, 2 (8%) heterozigotos e 6 (23%)
homozigotos mutantes. As sem DAC evidenciaram 11 (79%) homozigotos
normais, 3 (21%) heterozigotos € nenhum homozigoto mutante. Para as
doadoras de sangue foram observadas todas desse grupo como homozigotos
normais.

Do mesmo modo que no estudo das mutagdes anteriores, agrupamos
os gendtipos mutantes para a aplicacdo das andlises estatisticas. O qui-
quadrado e o odds ratio aplicados para o grupo masculino revelaram
diferencas estatisticas ndo significativas, sendo que para o grupo feminino
essa analise nao foi realizada considerando auséncia de individuos com outros

gendtipos no grupo das doadoras de sangue.
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Tabela 9. Distribuicdo dos gendtipos da mutacio G1793A do gene da MTHFR em

pacientes submetidos a cinecoronariografia e em doadores de sangue da
regido de Sao José do Rio Preto - SP.

Genoétipo Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n %0 n %0 n %0 n %0

GG 64 83 20 83 97 97 181 90

GA 5 7 3 13 3 3 11 5

AA 8 10 1 4 0 0 9 5

GA + AA 13 17 4 17 3 3 20 10
Total 77 100 24 100 100 100 201 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva

** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva

X’ (GG : GA+AA) (COM DAC : DOAD) = 8,38; P = 0,003 (¥)

OR (GG : Ga+AA) (com DAC : DoaD) = 0,15 [95% IC 0,04 - 0,56] (ns)
X (GG GA+AA) (SEM DAC : DOAD) = 4,46; P = 0,030 (¥)

OR (GG : Ga+AA) (sEM DAC : DoAD) = 0,15 [95% IC 0,03 - 0,75] (ns)

% (GG GA+AA) (COM DAC : SEM DAC) = 0,08; P = 0,773 (ns)
OR (GG : Ga+aA) (coM DAC : sEM Dac) = 0,98 [95% IC 0,29 — 3,36] (ns)

Tabela 10. Freqiiéncias dos alelos G e A com relacdo a mutagdo G1793A no gene da
MTHFR nos pacientes submetidos a cinecoronariografia e nos doadores de

sangue.

Alelos Com DAC Sem DAC Doadores Total
G 0,86 0,90 0,98 0,93
A 0,14 0,10 0,02 0,07

G:A 6,1 9,0 49,0 13,3
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Tabela 11. Distribuicdo dos genétipos da mutacdo G1793A do gene da MTHFR em
pacientes submetidos a cinecoronariografia e em doadores de sangue do sexo
masculino da regido de Sao José do Rio Preto - SP.

Gendétipos Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n % n % n % n %
GG 46 90 9 90 57 95 112 93
GA 3 6 0 0 3 5 6 5
AA 2 4 1 10 0 0 3 2
GA + AA 5 10 1 10 3 5 9 7
Total 51 100 10 100 60 100 121 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva
** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva

x (GG : GA+AA) (COM DAC : DoaAD) = 0,37; P = 0,543 (ns)
OR (GG : Ga+aa) (com DaC : DoaD) = 0,48 [95% IC 0,11 — 2,13] (ns)

% (GG GA+AA) (SEM DAC : oAD) = 0,01; P = 0,916 (ns)
OR (GG : Ga+AA) (SEM DAC : DoAD) = 0,47 [95% IC 0,04 — 5,07] (ns)

Tabela 12. Distribuicdo dos genétipos da mutacdo G1793A do gene da MTHFR em
pacientes submetidos a cinecoronariografia e em doadores de sangue do sexo
feminino da regido de Sdo José do Rio Preto - SP.

Genoétipos Com DAC* Sem DA C** Doadores Total
n %o n Yo n %o n Y0
GG 18 69 11 79 40 100 69 86
GA 2 8 3 21 0 0 5 6
AA 6 23 0 0 0 0 6 8
GA + AA 8 31 3 21 0 0 11 14
Total 26 100 14 100 40 100 80 100

* Paciente com coronariopatia obstrutiva
** Paciente com auséncia de coronariopatia obstrutiva
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Na Tabela 13 estdo expressas as prevaléncias da soma dos mutantes
heterozigotos e homozigotos observadas no presente estudo e a representacao
dos odds ratio, com um intervalo de confianca de 95%, para cada grupo
quando isso foi possivel de ser realizado. Todos os resultados evidenciaram

diferencas estatisticas ndo significativas.

Tabela 13. Prevaléncia da soma dos heterozigotos e homozigotos mutantes observadas
nos individuos analisados.

Mutacoes Com DAC Sem DAC Doadores Odds Ratio
(a) (b) (c) (IC95%)
n %o n %o n %o
G1691A 7 9 0 0 6 6 (a:c) 0,62 [0,20-1,91]
G20210A 0 0 0 0 0 O -
C667T 27 32 14 50 34 34 (a:c) 1,07 [0,58-1,98]

(b:c) 0,51 [0,22-1,18]

GI1793A 13 17 4 17 3 3 (a:c) 0,15 [0,04-0,56]

(b:c) 0,15 [0,03-0,75]
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DISCUSSAO

A doenca arterial coronariana representa uma das principais causas
de morbidade e mortalidade das populacdes, principalmente naquelas que
habitam regides desenvolvidas. Os considerados “fatores de risco” para o
desenvolvimento dessa doenca sdo bastante conhecidos e analisados, o que
propiciou varios estudos na tentativa de conhecé-los e que, associados a um
maior entendimento da fisiopatologia da insuficiéncia coronariana, uma
melhoria das condi¢des socioecondmicas das populagdes, poderia permitir
uma progressiva reducdo da mortalidade causada por essa doenca (Mansur,

2000).

Dentre os principais fatores de risco para a DAC poderiamos
considerar a hipertensdo arterial, o aumento do indice de massa corporal, o
fumo do cigarro, o aumento do colesterol, principalmente da fracdo LDL e o
diabetes mellitus. Alguns outros fatores, considerados independentes, para a
DAC poderiam estar relacionados ao aumento das lipoproteinas, fibrinogénio
e triglicerideos. A participacdo de um desses fatores de risco ou da associacao
entre eles fica também na dependéncia de componentes ambientais e da

propensdo genética de cada individuo (Mansur, 2000).

Nos ultimos tempos verifica-se uma importancia cada vez maior
com relacdo aos riscos genéticos, bem como a associacdo de sistemas
polimérficos humanos, alteracdes observadas nas seqiiéncias de bases do
material genético, com a propensdo a desenvolver uma determinada doenca.
A partir desses estudos foi possivel imaginar a ocorréncia dos denominados
marcadores genéticos, sendo que os autores realizam uma tentativa com vistas
as possibilidades de correlacionar esses marcadores com a doenca analisada

(Fletcher & Kessling, 1998; Kim & Becker, 2003).
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Em virtude dos elevados riscos com relagdo a DAC na populacdo
mais produtiva de nosso pais, do reconhecimento da atuacdo de alguns
marcadores genéticos correlacionados com o aparecimento das mesmas, das
controvérsias com relacdo a atuacdo desses marcadores no aparecimento
dessa doencga, optamos por pesquisar possiveis associacdes da mutacdo
G1691A (fator V de Leiden) no gene do fator V da coagulagdo, da mutacdo
G20210A no gene da protrombina e das mutagdes C677T e G1793A no gene

da metilenotetrahidrofolato redutase com a doenca arterial coronariana.

Para tanto, foram estabelecidos inicialmente dois grupos de estudo,
representados  por individuos que foram indicados a realizar
cinecoronariografia e que foram classificados como portadores e nao
portadores de doenca arterial coronariana na dependéncia de padrdes
estabelecidos para isso. Apesar de o segundo grupo ser constituido por
individuos diagnosticados com auséncia de DAC € necessdrio ressaltar que os
mesmos tiveram uma indicacdo clinica para a realizacdo desse exame, o que
ndo descartaria a possibilidade de no presente momento pertencerem a um

grupo e, depois de algum tempo, pertencerem a outro.

Por esse motivo foi nossa op¢ao constituirmos um terceiro grupo
formado por doadores de sangue que poderiam representar um grupo valido
para nosso balizamento, mas que de qualquer forma também nio poderia
representar um grupo controle, considerando as diferencas de idade entre os
portadores e ndo portadores e que variava dos 36 aos 84 anos com relagao aos
doadores de sangue com faixa etdria variando dos 18 aos 53 anos, apesar de

que alguns desse dltimo grupo estarem incluidos na faixa etaria dos primeiros.

Alteracdes moleculares no DNA podem ser detectadas por vérias
metodologias e muitas mutagdes podem ser analisadas por mais de um tipo de

procedimento, sendo que todos podem ser realizados com ou sem
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amplificacdo do material genético. No entanto, as andlises feitas com a
amplificacdlo do DNA possuem indmeras vantagens, uma vez que a
amplificacio gera em torno de 10° a 107 cépias da seqiiéncia de DNA ou
RNA de interesse e o resultado pode ser obtido em apenas um dia de anélise

(Boehm, 1989).

Dessa forma, foi nossa opc¢ao realizarmos a verificacdo ou nao da
presenca das mutacOes de nosso interesse em nossa populacdo alvo pela
amplificacdo do material genético, através da PCR, seguida de restricdo
enzimdtica (PCR-RE), que dentre as técnicas moleculares tem se mostrado a
mais rapida e com custos mais acessiveis.

Outra nossa intengdo era estabelecer uma metodologia possivel de
ser realizada em nosso laboratorio, que apresentasse reprodutibilidade e
confiabilidade e que pudesse ser repetida em qualquer outro laboratério que

se interessasse em realizar esse tipo de estudo.

A extracdo do material genético foi realizada pelo kit comercial,
sendo que a mesmo se mostrou de fécil realizacdo, rdpido e com excelente
recuperacdo do DNA. Outra vantagem no uso de kit foi representada pela
rapidez da extragdo, pois era possivel obter um material de boa qualidade e
concentragdo em torno de 5 horas do processo, quer seja para uma amostra ou
para 20 amostras, o que permitia a agiliza¢do do processo como um todo.

Encontramos uma pequena dificuldade no procedimento de andlise
do produto de amplificacdo apds acdo da endonuclease de restricdo com
relacdo ao tempo de digestdo enzimdtica e a concentracdo do gel de agarose
necessdrio para a visualizacdo das fracdes de bandas apds restri¢do. Atengao
especial foi dispensada ao tempo da digestdo enzimdtica, pois quando
insuficiente podia gerar falsos resultados e quando com tempo prolongado

poderia promover a desnaturacdo do DNA. Por outro lado, concentragdes
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baixas da agarose constituem géis que ndo permitiam a visualizacdo de
bandas com pequenos nimero de bases.

ApOs as necessarias estandardizacdes da metodologia aplicada no
presente trabalho, foi possivel estabelecer protocolos laboratoriais vélidos e
reprodutiveis para necessdria caracterizacdo das mutagdes G1691A no gene
do fator V da coagulagdo, G20210A no gene da protrombina, C677T e
G1793A no gene da metilenotetrahidrofolato redutase.

Os grupos analisados no presente trabalho foram oriundos da mesma
regido, ou seja, de uma populagdo com a mesma origem antropoldgica e com
o proposito de minimizar possiveis variabilidades genéticas na distribui¢do
das mutacdes analisadas. O estabelecimento dos grupos portadores € nao
portadores de DAC foi realizado com o auxilio de clinicos intervencionistas
cardiologistas do Servico de Hemodindmica do Hospital de Base da
FUNFARME, da cidade de Sao José do Rio Preto, Estado de Sao Paulo.

Uma outra dificuldade encontrada foi a de obter um niimero maior
de individuos com auséncia de DAC e mais proximo dos nossos interesses,
considerando que a maioria dos pacientes que procuravam O Servico, ou que
eram aconselhados a realizar a cinecoronariografia, apresentavam algum tipo
de obstrucdo.

No presente estudo a idade dos pacientes com DAC do sexo
masculino variava de 34 a 76 anos e no sexo feminino de 41 a 84 anos.

E reconhecido que o sexo feminino teoricamente apresenta, como se
fosse, uma protecdo com relacio a doenca cardiovascular durante a idade
fértil pelo possivel papel dos estrogenos, sendo assim esta doenca, em geral,
se manifesta 10 anos mais tarde que no homem. Todavia se considerarmos a
possibilidade do aumento de multiplos fatores de risco e a varias possiveis
doencgas em faixas etdrias mais avancadas, o progndstico dessa doenga nesse

sexo parece ser mais desfavoravel (Luz & Solimene, 1999).
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Esse fato talvez justifique em nosso grupo de estudo com DAC
termos uma amostra maior do sexo masculino do que no feminino, enquanto
no grupo com auséncia de DAC o grupo feminino ser maior, com exce¢ao dos
analisados para a mutacdo G1691A do gene do fator V da coagulacdo sendo
que, nesse caso, o grupo feminino se equipara ao masculino. Somados a isso,
¢ reconhecido que apenas 50% das mulheres com sintomas sugestivos de
angina apresentam lesdo obstrutiva significativa na cinecoronariografia

(Smanio, 2007).

Mutacao G1691A no gene do fator V da coagulacao (fator V de
Leiden)

Essa mutacdo resulta em uma falha na proteina C ativada em
reconhecer um sitio de quebra do fator V e como conseqii€ncia a ativacao da
protrombina permanece inalterada. Esse defeito é reconhecido em 90% dos
casos de resisténcia a proteina C ativada, sendo o alelo responsével pelo fator
V de Leiden presente entre 4 a 5% dos estudos populacionais realizados em
caucaséides, mas ausente em populagdes indigenas da Asia, Africa, América
e Austrdlia (Zivelin et al, 1997, Sykes et al., 2000).

A considerada principal manifestacdao clinica da presenca do alelo
do fator V de Leiden € representada por trombose venosa profunda, sendo que
o risco relativo, calculado por odds ratio, para esse tipo de evento é de 2,3
para os portadores heterozigotos, embora esses resultados ndo sejam
conclusivos (Sykes et al., 2000).

Nossos resultados com relagdo a mutagdo do fator V de Leiden
evidenciam, para os grupos constituidos no presente trabalho, uma
distribuicdo muito semelhante para os portadores de DAC (9%) e os doadores
de sangue (6%) com diferenca estatistica nao significativa, tanto referentes ao

qui-quadrado, como ao odds ratio, que demonstrou um risco relativo de 0,62.
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O grupo de ndo portadores de DAC evidenciou a totalidade dos individuos
com o gendtipo homozigoto normal (Tabela 1).

Essa distribuicdo permitiu calcular as freqiiéncias génicas para cada
alelo envolvido nesse tipo de mutacdo (Tabela 2), evidenciando que o alelo
mutante (A), para a populacdo analisada, ndo tem influéncia no
estabelecimento da DAC e que uma associagao entre essa mutagao e a doenca
ndo pode ser estabelecida. As freqiiéncias observadas quando eram separados
0S grupos quanto as caracteristicas sexuais apresentavam essas mesmas
consideragoes (Tabelas 3 e 4).

Dentre os trabalhos realizados no mundo, destacamos os de Donmez
e colaboradores (2004) que analisando uma amostra da populagdo turca
constituida por pacientes que sofreram infarto do miocardio e com idade
inferir a 55 anos quando comparados com um grupo controle de mesma
origem populacional, demonstraram prevaléncia da mutagdo do fator V de
Leiden de 6,3% e 5,2% em pacientes e controles respectivamente. O risco
relativo calculado pelo odds ratio foi de 0,6, mas com diferenga estatistica
ndo significativa, resultado esse, muito semelhante ao obtido no presente
trabalho.

No Brasil, em uma amostra da populacao paulista, foram observados
2% da prevaléncia dessa mutacdo (Arruda et al., 1995); 1,7% em uma
populagdo feminina do Estado de Minas Gerais (Guimaraes, 2003); 1,9% em
outra amostra da populagdo mineira portadora de diabetes mellitus (Soares et
al., 2005) e 13,3% em uma amostra da populacdo do Estado de Pernambuco
(Ramos et al., 2006). Arruda e colaboradores (1996) observaram freqiiéncias
bastante baixas em populacdo negroide brasileira e entre indigenas do

Amazonas.
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Por esses resultados percebe-se uma grande heterogeneidade na
distribuicdo dessa mutacdo no Brasil, muito provavelmente pela grande

mistura étnica de nossa populagao.

Mutacao G20210A no gene da protrombina (fator II da
coagulacio)

Com relacdo a mutacdo G20210A no gene da protrombina, nossos
resultados evidenciaram que todos os individuos analisados eram
homozigotos normais (genétipo GG), o que permite afirmar, para esse estudo
e para essa populacdo, que a mutacdo ndo apresenta correlacdo com a doenca
analisada.

Essa mutacdo tem sido responsabilizada como um dos mais comuns
defeitos genéticos responsaveis por tromboses. Diferentes estudos realizados
em diferentes populacdes t€m evidenciado que essa mutacdo € bastante
variavel entre as populacdes tendo sido relatada de modo global entre 1 e 5%
(Gundogdu et al., 2007). Nos paises europeus a mesma tem se mostrado
variavel entre 0,7 a 2,6% na Inglaterra (Brown et al., 1997; Cumming et al.,
1997); 2% na Austria (Watzke et al., 1997); 1,2 a 2,3% na Holanda (Doggen
et al., 1998; Poort et al., 1996); 3,15% na Espanha (Corral et al., 1997); 1,8%
na Suécia (Hillarp et al., 1997) e 4% na Itdlia (Ferraresi et al., 1997). Por sua
vez, esse polimorfismo raramente € observado (< que 1%) em descendentes
de povos asidticos e africanos (Rosendaal et al., 1998).

Desses estudos podemos destacar, como bastante atual e semelhante
aos nossos, ao que se refere aos objetivos, os resultados obtidos por
Gundogdu e colaboradores (2007) que, analisando a mutacdo G21210A no
gene da protrombina em pacientes turcos de ambos os sexos, distribuidos em
137 pacientes com DAC e 131 sem DAC, considerado esse dltimo como

grupo controle, observam diferenca estatistica ndo significativa entre os dois
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grupos. Somados a 1sso, 0s autores nao observaram individuos homozigotos
mutantes em seu estudo.

Alguns dos estudos realizados no Brasil demonstram em uma
amostra da populacdo do Estado de Sao Paulo freqii€éncias de 0,7% (Arruda et
al., 1998). Por sua vez em uma amostra da populacdo do estado de Minas
Gerais, Soares e colaboradores (2005), observam 3,8% dessa mutacdo e
Guimaraes (2003) observou em mulheres desse Estado, freqiiéncias de 6,9%,
valores esses que indicam, muito possivelmente, que em Minas Gerais a
incidéncia da mutac¢ao no gene do fator II deva ser mais elevada.

Apesar de controverso, alguns estudos evidenciam uma forte
associacdo entre a presenca desse polimorfismo e a ocorréncia de DAC.
Doggen et al (1998) reportam que a presenca de uma variante da mutacdo
G20210A aumenta o risco para o Iinfarto do miocardio. Arruda e
colaboradores (1998), Burzotta e colaboradores (2002) confirmam a
associacdo entre DAC e a G20210A. Outros estudos falham em evidenciar a
associacao entre o mesmo e a DAC (Corral et al., 1997; Eikelboom et al.,
1998; Croft et al., 1999; Prohasha et al., 1999; Ridker et al., 1999; Coulet et
al., 2000; Russo et al., 2001; Abu-Amero et al., 2002), o que condiz com o0s

nossos resultados.

Mutacao C677T no gene da metilenotetrahidrofolato redutase

A MTHFR desempenha um importante papel no metabolismo da
homocisteina e a presenca da mutagdo C677T permite o aparecimento de uma
forma termoldbil de MTHFR que reduz a atividade enzimadtica. Individuos
homozigotos para essa mutacdo t€m sido associados com o aumento, no
plasma dos niveis de homocisteina, e i1sso tem sido descrito como um fator de
risco para DAC, embora essa associacdo ainda seja controversa (Brattstrom

et al., 1998).
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Evidéncias recentes tem enfatizado que ambos os fatores,
deficiéncias nutricionais e variacOes genéticas, podem contribuir no
envolvimento enzimatico do metabolismo da homocisteina, podendo
contribuir para um aumento do risco para DAC, defeito do tubo neural, varios
tipos de canceres e doengas neurodegenerativas (Botto et al, 2003).

Na andlise da distribuicdo dos genétipos para a mutacao C677T no
gene da MTHFR, quando comparamos os valores observados para o alelo
homozigoto normal (CC) com os valores da soma dos alelos heterozigotos e
homozigotos mutantes (CT + TT) observamos diferenca estatistica ndo
significativa entre portadores de DAC e ndo portadores de DAC comparados
com os doadores de sangue. Essa mesma observagdo foi verificada na
comparagao entre os portadores e ndo portadores de DAC (Tabela S).

Quando as freqiiéncias génicas eram calculadas a partir desses
resultados (Tabela 6) o alelo C mostra-se efetivamente prevalente com
relagcdo ao alelo T (mutante) em todos os grupos analisados. Todavia a relag@o
do alelo C contra o alelo T evidencia valores diferentes para cada grupo, pois,
enquanto para os com DAC o alelo T esta 4,9 ponto com relacdo ao alelo C,
para os sem DAC o alelo T estd 2,5 vezes, o que resulta um valor menor do
alelo T mutante para os portadores de DAC.

Quando a nossa verificacao considerava a distribui¢do dos genotipos
dessa mutagdo estratificada com relagdo aos sexos, os resultados se
mostraram do mesmo modo que sem essa separacdo, ou seja, evidenciavam
diferencas estatisticas nao significativas para os dois sexos (Tabelas 7 e 8).

Um estudo retrospectivo foi realizado em uma populacdo muito
semelhante a do presente estudo e residente na regido de Sao José do Rio
Preto, Estado de Sao Paulo (Guerzoni et al, 2007), onde foram avaliados 127
individuos caucasdides que passaram por cineangiocoronariografia, sendo 91

considerados portadores de DAC e 36 ndo portadores de DAC, com relagdo a
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outros fatores de risco e quanto ao polimorfismo da MTHFR, especificamente
da mutacdo C677T, investigado por PCR-RE e correlacionado com o niimero
de artérias afetadas e grau de obstrugdo arterial e com o nivel de homocisteina
plasmatica. Os resultados, quanto ao aspecto mutacdo C677T, evidenciaram
que o alelo C foi prevalente para pacientes de ambos os grupos. O
polimorfismo MTHFR da C677T ndo apresentou associacdo com niveis de
homocisteina plasmaética, sendo que entre pacientes homozigotos mutantes
observou-se a prevaléncia de obstrucdo coronariana acima de 95% e a
presenca de duas artérias lesadas. Com relacdo a distribui¢ao genotipica esses

resultados foram semelhantes aos observados no presente trabalho.

Mutacao G1793A no gene da MTHFR

Em 2002, Rady e colaboradores descreveram pela primeira vez a
existéncia de um novo polimorfismo no exon 11 do gene da MTHFR, o
G1793A, e que estaria implicado no metabolismo da homocisteina e do acido
folico, com possivel reflexo em defeitos de recém-nascidos, fendmenos
tromboembodlicos e em varios outros problemas de saude relacionados a
MTHEFR.

Nesse trabalho, um dos raros encontrados na literatura sobre esse
polimorfismo, os autores relatam uma variabilidade da freqiiéncia génica
dependente da etnia analisada. Assim, com relacdo a incidéncia desse
polimorfismo quando em heterozigose, observam 2,6% entre judeus
Ashkenazi, 6,2% entre afro-descendentes americanos, 11,6% entre espanhéis
e 12,6% entre caucasoéides, sendo esses dois tltimos grupos moradores do Sul
do Texas, EUA. Geno6tipo homozigoto mutante foi observado apenas entre o
grupo caucasOide e com uma freqii€ncia alélica de 0,6% (Rady et al, 2002).

No Brasil foi realizado um trabalho da prevaléncia desse

polimorfismo em idosos de uma regido do Estado de Santa Catarina (Persuhn
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et al, 2006), por metodologia semelhante a aplicada em nosso trabalho, onde
os autores reportam o encontro de 96,4% de homozigotos normais (genotipo
GG), 3,64% de heterozigotos (genotipo GA) e nenhum homozigoto mutante
(gendtipo AA), o que fornecia 1,8% de freqiiéncia alélica referente ao
mutante A.

Em nosso trabalho, a distribuicdo dos gendtipos no estudo da
mutacdo G1793A (Tabela 9) evidenciou na populagido total 90% de gen6tipo
homozigoto normal, 5% para ambos gendtipos heterozigotos e homozigotos
mutantes.

A comparacdo realizada entre os grupos analisados evidenciou que
os portadores e nao portadores de DAC demonstraram, através do teste do
qui-quadrado, diferencas estatisticas significativas em nivel de 5% quando
comparados com os doadores de sangue. Foi nossa opcdo realizarmos essa
comparagdo entre os gendtipos GG contra a soma dos gendtipos GA e AA,
considerando a presenga do alelo mutante.

Os resultados permitem caracterizar uma associacdo entre o0s
portadores dessa mutacdo, quer sejam portadores ou ndo portadores de DAC,
com o aparecimento da DAC, mas a mesma pode ser considerada modesta,
em vista de que os odds ratio forneceram, para ambos os grupos, resultados
com diferencgas estatisticamente ndo significativas.

As freqiiéncias dos alelos (Tabela 10) evidenciam que o alelo G é
prevalente com relacdo ao alelo A (mutante) em todos os grupos analisados.
A relacdo do G contra o A evidencia valores muito diferentes para cada
grupo, pois, enquanto para os portadores de DAC o alelo A estd 6,1 pontos
com relacao ao alelo G, para os sem DAC o alelo A esta 9,0 vezes e para os
doadores de sangue essa relagdo € de 49,0 pontos, apresentando um valor

muito maior do alelo A para os portadores e nao portadores de DAC.

69



As distribui¢cdes dos gendtipos para essa mutacdo, quando o0s
resultados eram observados com relacdo aos sexos, forneceram resultados do
qui-quadrado e do odds ratio com diferencas estatisticas nao significativas
para o sexo masculino (Tabela 11). Para o sexo feminino os resultados

observados ndo permitiam calcular esses indices (Tabela 12).

Analise dos quatro polimorfismos conjuntamente

A prevaléncia das mutagdes analisadas no presente trabalho (Tabela
13) permite afirmar que as mutacdes G1691A do gene do fator V da
coagulacdo, G20210A do gene da protrombina, C677T do gene da MTHFR e
G1793A do gene da MTHFR ndo podem ser usadas como um fator de risco
independente para a DAC, pois apenas a mutacdo G1793A do gene da
MTHFR demonstrou uma pequena tendéncia quanto a essa associagdo, sendo
a mesma modesta e ndo comprovada por um teste estatistico que demonstraria
uma razao das chances ou das possibilidades mais acertadamente.

A presenca da DAC estaria entdo muito mais provavelmente
associada a outros fatores de risco, tais como o fumo do cigarro, idade, sexo,
hiperfibrinogenemia, diabetes e hipertensao, ou seja, ndo poderia ser somente
uma simples intera¢do entre influéncias ambientais em conjunto com outros
fatores genéticos predisponentes.

Kim & Becker (2003) realizaram um excelente apanhado, utilizando
pesquisa na literatura pertinente publicadas entre 1990 a 2002, sobre a
existéncia ou ndo de associacOes entre o fator V de Leiden, a mutagdo
G20210A da protrombina e da mutacdo C677T da MTHFR com eventos do
sistema circulatorio arterial (eventos vasculares periféricos, cerebrovasculares
e corondrios). Nessa analise conseguiu acompanhar os resultados de mais de
17.000 pacientes chegando a conclusdao de que as anormalidades genéticas

ligadas especificamente ao fator V, a protrombina e ao metabolismo da
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homocisteina aumentam o risco para o infarto do miocardio e para derrames
isquémicos particularmente entre pacientes com idade inferior a 55 anos e
entre mulheres, considerando nessas ultimas mais especificamente o fator V
de Leiden e a mutacdo G20210A da protrombina. Consideram ainda que,
como de um modo geral essas associagdes sao somente modestas, os estudos
de triagem deveriam ser limitados a grupos populacionais selecionados muito
criteriosamente. Assinalam também que a propensdo individual para
tromboses arteriais e venosas estd fortemente influenciada por diferentes
mecanismos locais, mecanismos sistémicos ou até mesmo por ambos.

Almawi e colaboradores (2004) analisaram 500 libaneses que foram
estratificados em 96 pacientes que demonstraram DAC pela angiografia e 404
individuos que apds exames laboratoriais, clinicos e historia familiar, foram
considerados sauddveis. Ambos os grupos eram constituidos por homens e
mulheres e com faixa etdria variando dos 26 aos 78 anos. Observaram que os
valores das freqiiéncias do fator V de Leiden e da G20210A eram similares
entre pacientes e controle, enquanto o polimorfismo da C677T evidenciou
diferenca estatistica significativa, com o gendtipo TT significativamente
elevado entre os pacientes comparados com o grupo controle.

Martinelli e colaboradores (2008) avaliaram o efeito combinado de
dez variantes genéticas comuns e reconhecidas como apresentando um efeito,
denominado pelos autores de modesto no balango hemostético, e dentre elas,
o fator V de Leiden e a mutacdo G20210A da protrombina. Analisaram 804
pacientes da regido Norte da Itilia e com condigdes socioecondOmicas
semelhantes, sendo que dentre estes, 489 passaram por angiografia e
revelaram severa DAC, sem e com infarto do miocardio. Os resultados
permitiram concluir que esses polimorfismos ndo apresentam relagc@o positiva

com a DAC, destacando-se o fato de que nesse grupo analisado ndo
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encontraram nenhum dos analisados com o genotipo AA para a mutacdo
G20210A da protrombina.

Apesar dessas populacdes ndo apresentarem muita similaridade com
a populacdo brasileira, fica clara a quase inexisténcia de correlacdes entre os
sistemas polimorficos analisados no presente trabalho e o estabelecimento da
doencga arterial coronariana. Por outro lado, fica sempre o questionamento do
nimero de individuos analisados e portanto a necessidade de se analisar um

maior e significativo nimero de amostras.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir:

1. A caracterizacdo das mutacdes G1691A do gene do fator V da
coagulacdo, G20210A do gene da protrombina, C677T do gene da
MTHFR e G1793A do gene da MTHFR pela metodologia da
amplificacdo do material genético (PCR), seguidas da restri¢do
enzimdtica (RE), mostrou ser uma técnica rapida, de ficil realizacao e

propria para a analise desses polimorfismos.
2. Fica clara a quase inexisténcia de correlacOes entre os sistemas

polimérficos analisados no presente trabalho e o estabelecimento da

doenga arterial coronariana para uma amostra da populacao paulista.
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